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【序】
本研究で用いているヒメミカヅキモ （Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex） は, 陸上植物と
最も近縁なシャジクモ藻類綱接合藻目に属している。ヒメミカヅキモは, シャジクモ藻類の中で, 遺伝子導
入による安定形質転換体作出が可能な唯一の種であることから, 近年, 植物の有性生殖の進化, 陸上進出背
景を考える上で, 非常に注目されている。＋型, －型と呼ばれる異性細胞間で有性生殖を行うヒメミカヅキ
モ （交配群 I-E） を用いて, 現在全ゲノム解読が進められており, そのゲノムサイズが 337 - 361 Mb であると推
定されているが, 染色体数に関する知見は得られていなかった。また, ヒメミカヅキモという同一形態種に
は, 互いに生殖隔離された関係にある交配群が存在しており, 交配群, 系統株ごとにゲノムサイズが大きく






DNA に対して特異的に結合する DAPI を用いて細胞中の DNA を蛍光染色することとした。その際, M 期の
細胞を効率よく観察する必要があるため, 培養ステージの異なる細胞を用い, 検出には共焦点レーザー走査
顕微鏡を用いた。凝縮した染色体が見られた細胞を選び, 直径 10 µm 程度の核全体を網羅するように, 0.04 - 
0.05 µm ずつ z 軸を変えて三次元画像を得て, 染色体数をカウントした。しかし, 染色体数を判別しづら
く, NIES-67 株において, 80.2 ± 9.6本 （n = 5） と計測結果に大きなバラツキが生じてしまった。
2. Centromere Histon 3 （CenH3） の蛍光タンパク質標識による染色体可視化
染色体のセントロメア部分では, ヌクレオソームを構成する H3 ヒストンが, CenH3 と呼ばれる特殊なヒス
トンバリアントに置き換えられていることが知られている。そこで, CenH3 遺伝子に蛍光タンパク質をコー
ドする mCitrine 遺伝子を連結したコンストラクトをヒメミカヅキモに形質転換し, セントロメアのみを可視
化することとした。ヒメミカヅキモの CenH3 遺伝子 （CpCenH3） を探索し, いくつかの内在性プロモーター
の制御下で CpCenH3 と mCitrine の連結位置を変えた複数のコンストラクトを作製し, 形質転換体の作出を
行った。その結果, 1 つのコンストラクトでのみ, 可視化されたセントロメア由来の輝点が確認された。共
焦点レーザー走査顕微鏡を用いた場合, 褪色などの問題点が挙げられたため, 2 光子スピニングディスク共
焦点顕微鏡を用いて, 染色体のカウントを行ったところ, NIES-67 株から 70.7 ± 2 本 （n = 3） の染色体が確認
された。
【検討】
DAPI を用いた観察では標準誤差が約 10 本であったのに対し, 今回 CenH3 標識した細胞を用いて顕微鏡の
変更を行ったところ, 標準誤差は 2 本までに縮まった。このことから, CenH3 を用いた染色体観察は非常に
有用な方法であることが考えられる。さらに他の交配群についても, 可視化に成功したコンストラクトを用
いて形質転換体の作出を試みたが, 蛍光を発する細胞は観察されなかった。今回用いた CenH3 は, 交配群 I-E
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